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ABSTRACT
Azotobacter is bacterium that has the ability to fix nitrogen and produce hormone IAA,
thus potentially acts as biofertilizer agent. There are differences in chemical, biological and
other characters of Azotobacter strains. Some strains have higher ability to fix nitrogen than
the others. Exploration and characterization are important to be done because the bacteria
that provide nutrients and live free rhizosphere regions, possible have different abilities. In
addition to N2 fixing, growth hormone production, phosphate dissolving, they are also
tolerant to a certain temperature and pH. The purpose of the research was to obtain
information and the latest data on indigenous Azotobacter that potential as a source of
biofertilizer, and triggering factor for upland rice growth on marginal lands in Southeast
Sulawesi. Exploration from several locations has selected 21 Azotobacter isolates. The test
results indicated that the 21 Azotobacter isolates have the ability to produce IAA, dissolve
phosphate and stable at pH 5.0-7.0. All 21 isolates tested had the ability to survive at 40oC,
eight isolates i.e. LT2D1, LT2d2, LU2c, RG4c, MP1f, LT2d3, ML1j, and RR8awere able to
survive at a temperature of 45o C, and LT2d1 isolate survived at temperatures 50oC. The
results of the evaluation of the wet weight of upland rice seedlings selected 10 isolates that
were: KU6e, MS3e, RG4c, RR8b1, LU2c, RB4b, MS3f, LU2c1, RJ5e, RR8b2 and evaluation of
seedling dry weight selected 5 isolates that were: RB4b, LU2c, RJ5e, RR8b2, LT2d1.Keywords: exploration, characterization, indigenous Azotobacter, local upland rice
1PENDAHULUANPengembangan sektor pertaniankhususnya tanaman pangan di SulawesiTenggara seringkali menghadapi masalahakibat ketersediaan lahan subur yang terbatas,karena lahan-lahan pengembangan tanamanpangan di wilayah tersebut merupakan lahanmarjinal Ultisol yang memiliki daya dukungyang sangat rendah karena miskin unsur hara.Rendahnya daya dukung kesuburan tanah dantingkat agregat oleh bahan induk tanah yangbersifat masam, miskin unsur hara dan prosespelapukan yang intensif. Fenomena seperti inidiperparah dengan aplikasi pemupukanditingkat petani yang rendah akibat tidak
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terjangkaunya harga dan kelangkaan pupukkimia di pasaran menyebabkan produksi danproduktivitas tanaman pangan pada lahan-lahan marjinal di Sulawesi Tenggara masihrendah dibandingkan dengan produksi rata-rata nasional. Sementara potensi lahan diwilayah tersebut sangat besar.Ultisol tergolong tanah marjinal, yaitutanah dengan faktor pembatas. Hal inimenyebabkan munculnya masalah dalampemanfaatannya terutama sebagai lahanpertanian tanaman pangan. Ditinjau dariluasnya, tanah Ultisol mempunyai potensiyang tinggi untuk pengembangan pertanianlahan kering. Namun demikian, pemanfaatantanah ini menghadapi kendala karakteristiktanah yang dapat menghambat pertumbuhantanaman terutama tanaman pangan bila tidakdikelola dengan baik. Beberapa kendala yang
Vol. 4 No.2, 2014 Eksplorasi Dan Karakterisasi Azotobacter Indigenous 129umum pada tanah Ultisol adalah rendahnyakesuburan tanah seperti kemasaman tanahyang tinggi, pH rata-rata < 4,50, Kejenuhan Altinggi, kandungan hara makro terutama P, K,Ca dan Mg rendah, kandungan bahan organikyang rendah, kelarutan Fe dan Mn yang cukuptinggi yang akan bersifat racun, dapatmenyebabkan unsur Fosfor (P) kurangtersedia bagi tanaman karena terfiksasi olehion Al dan Fe, akibatnya tanaman seringmenunjukkan kekurangan unsur P, serta sifatfisik dan biologi tanah yang kurangmendukung pertumbuhan tanaman.  Hal initentunya akan berpengaruh terhadapproduktivitas tanah. Rendahnya kandunganhara pada tanah Ultisol umumnya karenapencucian basa berlangsung intensif,sedangkan kandungan bahan organik rendahkarena proses dekomposisi berjalan cepat.
Jutaan mikroorganisme yang dikandung olehtanah dan lebih dari 85% adalah penting bagikehidupan tanaman dan memberikankehidupan yang berharga untuk sistemtanahnya. Selain itu, mikroorganisme tanahyang terkait erat dengan akar memainkanperan penting dalam merangsangpertumbuhan tanaman (Aly et al., 2012) danefeknya dapat dimediasi oleh mekanismelangsung atau tidak langsung. Efek langsungpaling sering dihubungkan dengan penyediaannitrogen biologis, produksi hormon tanamanseperti auksin, giberelin dan sitokin (Ahmad et
al., 2005; Babalola, 2010) dan mekanismetidak langsung termasuk penekanan patogendengan memproduksi antibiotik (Mahmoud et
al., 2004). Mikroorganisme tanah dapatmeningkatkan ketersediaan hara,perkecambahan biji dan aktivitas metabolik(Adesemoye dan Kloepper, 2009). Azotobacterhidup bebas sebagai saprofit di tanah, airtawar, lingkungan laut dan habitat alamlainnya dan telah digunakan sebagai inokulumefektif untuk meningkatkan pertumbuhantanaman dan pengendalian hama (Aquilanti et
al., 2004).Penggunaan mikroba seperti bakteriindigenous yang bermanfaat (beneficial
microbe) sebagai pupuk hayati sekaligusberperan sebagai pemacu pertumbuhantanaman merupakan salah satu upaya untukmeningkatkan daya dukung tanah Ultisolsehingga produktivitas tanah tersebut dapatmeningkat. Penggunaan pupuk hayati sebagaipenyuplai hara bagi tanaman merupakan
salah alternatif untuk mensubstitusipenggunaan pupuk anorganik yangberlebihan. Penggunaan pupuk anorganiksecara terus menerus dan berlebihan dapatmenyebabkan penurunan kesuburan tanah.Penelitian ini bertujuan untukmendapatkaan informasi dan data terbarutentang Azotobacter indigenous yang memilikikarakter fisiologi sebagai pupuk hayati danmampu beradaptasi di lahan marjinal diSulawesi Tenggara untuk dimanfaatkansebagai biofertilizer sumber nitrogen danfosfor sekaligus sebagai pemacu pertumbuhantanaman (PGPR).
METODE PENELITIAN
Waktu dan Tempat. Kegiatan penelitianini terdiri dari isolasi dan karakterisasifisiologi Azotobacter yang dilaksanakan diLaboratorium Agroteknologi danLaboratorium IHPT Fakultas Pertanian UHOKendari. Pengambilan sampel tanah dilakukandi beberapa daerah di Konawe Selatan, denganfokus pengambilan sampel pada tanah Ultisolyang ditanami tanaman pangan, hortikultura,tanaman perkebunan dan rumput liar.
Bahan dan Alat. Bahan utama yangdigunakan dalam penelitian ini adalah isolatAzotobacter indigenous, Media Jensen’s, MediaAsbhy’s, benih padi gogo lokal dan arangsekam. Alat yang digunakan adalah petridish,spektrofotometer, tabung reaksi, pipet mikrobeserta tipnya, Beaker glass, Erlenmeyer,jarum ose, rak test tube, lampu UV, lampubunsen, hand sprayer, batang pengaduk,magnetik stirer, botol scot, eppendorf, rakeppendorf, keranjang plastik, dan bakperkecambahan (tray).
Isolasi Bakteri Azotobacter spp. Bakteripenambat nitrogen (Azotobacter spp.)diisolasi dari sampel tanah dengan caramemasukkan suspensi tanah ke dalam mediaJensen’s (mengandung Sukrosa, K2HPO4,MgSO4, NaCl, K2SO4, Na2MoO4, dengan pH 6,9,lalu diinkubasi selama satu minggu(Ponmurugan et al., 2012). Setelah periodeinkubasi, bakteri yang tumbuh di kultur padamedia Ashby’s dan diinkubasi selama satuminggu dan dilakukan karakterisasi morfologisecara langsung pada medium tersebut.
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Karakterisasi Fisiologi Azotobacter spp.Isolat Azotobacter disubkultur pada mediaJensen’s untuk pengujian fisiologi, sementarauntuk penyimpanan jangka panjang disimpandalam larutan gliserol 15% pada suhu -70o C.Sedangkan karakterisasi fisiologi yangberhubungan dengan kemampuan sebagaipupuk hayati dan pemacu pertumbuhantanaman dilakukan sebagai berikut: (a)Kemampuan menghasilkan Indole AsetateAcid (IAA), (b) kemampuan melarutkan fosfat,dan (c) toleransi terhadap suhu tinggi dan pHrendah.
Uji kesesuaian inang isolat Azotobacter
sp. pada kultivar padi gogo lokal. Pengujianini dilakukan dengan biopriming benih denganAzotobacter dari 21 isolat hasil seleksi padapengujian I. Biopriming dilakukan terhadap 50benih padi gogo direndam selama 24 jamdalam suspensi isolat murni Azotobacter yangterseleksi (umur 48 jam) dengan konsentrasi108-109 cfu mL-1 aguades steril. setiap isolatdiulang sebanyak dua kali. Benih disemai padabak plastik berukuran 30 cm x 20 cm x 10 cmyang berisi media sekam steril. Pada pengujianini dilakukan pengamatan pengaruhbiopriming Azotobacter spp. terhadap: (a).berat basah dan (b). berat kering kecambah
normal.  Pengamatan dilakukan pada hari ke-14. Seluruh kecambah normal dicabut,kemudian ditimbang untuk menentukan beratbasah. Sedangkan berat kering dilakukandengan membungkus seluruh kecambahnormal dengan aluminium foil dandikeringkan dalam oven pada suhu 65o Cselama 72 jam.
HASIL DAN PEMBAHASAN
Isolasi dan seleksi Azotobacter. IsolasiAzotobacter indigenous penambat nitrogenbebas dari atmosfir dilakukan denganmenggunakan media selekstif yaitu mediaJensen’s. Dari hasil seleksi pada mediumAsbhy diperoleh 135 isolat yang tumbuh dandiduga merupakan bakteri penambat N darikelompok Azotobacter sp. dengan karaktermorfologi berbentuk bulat, cembung danberwarna putih keruh. Selanjutnya dilakukanpengukuran Optical Density (OD) padapanjang gelobang 550 nm menggunakanspektrofotometer. Semakin tinggi nilai ODdiduga semakin tinggi populasi bakteri dalammedium. Hal tersebut mengindikasikankemampuan isolat azotobacter semakin tinggidalam menambat nitrogen dari udara bebas.
.Tabel 1. Isolasi Azotobacter indigenous nilai Optical Density, produksi IAA, dan Diameter zona halo (cm)dari 21 IsolatRizosferTanaman Kode isolat Nilai OD Produksi  IAA DiameterZona Halo (cm)Padi Gogo MP3c 0,222 + 0,8 (+)Padi Sawah KP6d 0,166 + 0,8 (+)Tebu I LT2d1 1,542 + 0,8 (+)Ubi kayu I LU2c1 0,169 + 0,8 (+)K.Buncis RB4c 0,169 + 0,8 (+)Jagung I LJ5e 0,347 + 0,8 (+)Padi gogo LP3c 0,152 + 0,8 (+)Sorgum II MS3f 0,128 + 0,8 (+)Tebu LT2d 0,122 + 0,8 (+)Tebu III LT2d3 0,111 + 0,8 (+)Ubi kayu LU2c 0,190 + 0,8 (+)Rumput liar I RR8b1 0,121 + 0,8 (+)Gambas I RG4c 0,191 + 0,8 (+)Padi gogo I MP1f 0.142 + 0,8 (+)Rumput liar II RR8b2 0,153 + 0,8 (+)Tebu II LT2b2 0,132 + 0,8 (+)Lada ML1j 0,919 + 0,8 (+)Padi Sawah LP7a 0,661 + 1,2(++)Sorgum MS3e 0,566 + 0,8 (+)Rumput liar RR8a 0,174 + 0,8 (+)Ubi jalar KU6e 0,765 + 1,2 (++)
Hasil pengukuran absorbansi pada panjanggelombang 550 nm terpilih 21 isolat yangmemiliki nilai OD˃0,1 ke-21 isolat tersebutbeserta asal geografis dan tanaman inangnyadisajikan pada Tabel 1
Karakterisasi Fisiologi Azotobacter. Ujikemampuan menghasilkan IAA. Hasilpengujian menunjukkan bahwa ke-21 isolatAzotobacter Indigenous yang diuji positifmenghasilkan IAA (Tabel 1.). Dari hasilevaluasi beberapa tahapan uji kemampuanmenghasilkan IAA secara in vitromenunjukkan bahwa ke-21 isolat Azotobacteryang diuji memiliki kemampuan menghasilkanIAA.
Uji Kemampuan Melarutkan Fosfat.Untuk menguji kemampuan bakteri rizosferdalam melarutkan fosfat digunakan media ujiPikovskaya’s agar dengan penambahan tri-
calsium phosfate (TCP) sebagai sumber fosfat(Thakuria et al., 2004).   Media uji dituang kedalam cawan petri dan dibuat lubang denganpelubang gabus berdiameter 6 mm dan diisidengan suspensi isolat bakteri rizosfer yangdiuji.  Media uji diinkubasi selama 3 haridalam ruang inkubasi pada suhu 28o C.Kemampuan melarutkan fosfat setiap isolatdievaluasi secara kualitatif berdasarkanterbentuknya halo di sekitar lubang yangberisi suspensi isolat uji. Hasil yang diperolehmenunjukkan bahwa isolat-isolat Azotobacterpotensial sebagai pupuk hayati karenamemiliki keampuan melarutkan fospat yangditandai dengan terbentuknya halo. Namunhalo yang terbentuk memiliki ukuran yangberbeda tergantung dari isolat Azotobacteryang diuji (Tabel 1.).
Uji Toleransi terhadap Suhu dan pH.Hasil pengujian menunjukkan bahwa semuaisolat Azotobacter indigenous toleranterhadap suhu 400 C. Pengujian pada suhu 45oC terdapat 7 isolat yang masih dapat bertahandalam kondisi suhu 45o C dan pada suhu 50oChanya satu isolat yang mampu untuk bertahanhidup dan uji kestabilan pH. Isolat-isolattersebut ditunjukkan pada Tabel 2.Dari ke-21 isolat Azotobacter indigenouspotensial memiliki karakter fisiologi sebagaipupuk hayati yang mampu beradaptasi dilahan marjinal. Hal tersebut ditunjukkan padakemampuan hidup pada suhu ekstrim secarain vitro. Pengamatan terhadap suhu ekstrim
secara in-vitro menunjukkan bahwa ke-21isolat tersebut mampu hidup pada suhu 40o C,terdapat 8 isolat yang mampu hidup padasuhu 45o C, yaitu isolat LT2d1, LT2d2, LU2c,RG4e, MP1f, ML1j, RR8a, dan hanya isolatLT2d1 yang mampu hidup pada suhu 50o C.Tabel 2. Isolat Azotobacter yang hidup pada suhuekstrim. (40, 45 dan 500 C)Rizosfertanaman Kodeisolate Suhu (0C)40 45 50Padi Gogo MP3c + - -Padi Sawah KP6d + - -Tebu I LT2d1 + + +Ubi kayu I LU2c1 + - -K.Buncis RB4c + - -Jagung I LJ5e + - -Padi gogo LP3c + - -Sorgum II MS3f + - -Tebu LT2d + - -Tebu III LT2d3 + + -Ubi kayu LU2c + + -Rumput liar I RR8b1 + - -Gambas I RG4c + + -Padi gogo I MP1f + + -Rumput liar II RR8b2 + _ -Tebu II LT2b2 + + -Lada ML1j + + -Padi Sawah LP7a + - -Sorgum MS3e + - -Rumput liar RR8a + + -Ubi jalar KU6e + - -Tabel 3. Isolat-isolat Azotobacter yang stabil padakondisi pH 5, 6 dan 7Rizosfertanaman Kode isolat Kestabilan pH5 6 7Padi Gogo MP3c + + +Padi Sawah KP6d + + +Tebu I LT2d1 + + +Ubi kayu I LU2c1 + + +K.Buncis RB4c + + +Jagung I LJ5e + + +Padi gogo LP3c + + +Sorgum II MS3f + + +Tebu LT2d + + +Tebu III LT2d3 + + +Ubi kayu LU2c + + +Rumput liar I RR8b1 + + +Gambas I RG4c + + +Padi gogo I MP1f + + +Rumput liar II RR8b2 + + +Tebu II LT2b2 + + +Lada ML1j + + +Padi Sawah LP7a + + +Sorgum MS3e + + +Rumput liar RR8a + + +Ubi jalar KU6e + + +
Berat basah kecambah padi gogo (g).Pengujian berat basah kecambah normaldilakukan pada pengamatan hari ke-14.
132 NURMAS ET AL. J. AGROTEKNOSSeluruh kecambah normal dicabut, kemudianditimbang untuk menentukan berat basahkecambah. Bedasarkan hasil evaluasi beratbasah kecambah kultivar padi gogo lokalterseleksi 10 isolat Azotobacer sp., yaitu:KU6e, MS3e, RG4e, RR8b1, LU2c, RB4b, MG3f,LU2c1, RJ5e, dan RR8b2.
Berat kering kecambah padi gogo (g).Pengujian berat kering kecambah padi gogodilakukan dengan membungkus seluruhkecambah normal dengan aluminium foil dandikeringkan dalam oven pada suhu 65o Cselama 72 jam. Berdasarkan hasil evaluasiterhadap berat kering kecambah normalkultivar padi gogo lokal terseleksi 5 isolatAzotobacter sp., yaitu: RB4b, LU2c, RJ5e,RR8b1, dan LT2d1.Berdasarkan hasil uji BNT0,05 terhadapberat basah dan berat kering kecambahnormal. Ke-21 isolat Azotobacter sp.menunjukkan perbedaan pengaruh isolatantara perlakuan isolat terhadap kontrol.Adanya perbedaan pengaruh tersebutmembuktikan bahwa ke-21 isolat yang diujimemiliki kemampuan untuk hidup padakondisi lingkungan dan inang tertentu sertakemampuan isolat untuk memfiksasi nitrogendari atmosfir. Oleh karena itu, isolat
Azotobacter sp. memberikan respon yangberbeda terhadap pertumbuhan kecambahpadi gogo pada media arang sekam steril.Azotobacter adalah spesies rizobakteriyang telah dikenal sebagai agen biologispenambat N2 diazotrof, yang menkonversidinitrogen ke amonium melalui reduksielektron dan protonasi gas dinitrogen. Unsurhara yang membatasi produktivitas tanamanadalah nitrogen sehingga pupuk nitrogenselalu ditambahkan sebagai input dalamproduksi tanaman. Untuk menghindaripenurunan kesehatan tanaman akibat adanyainput bahan kimia, diperlukan  input biologisberupa rizobakteri. Salah satu inokulanbakteri yang penting untuk meningkatkanketersediaan nitrogen tanah, dan peningkatanhasil adalah Azotobacter (Hendarsih danSimarmata, 2004). Azotobacter vinelandiiadalah bakteri gram-negatif yang mengikatnitorgen menggunakan nitrogenaseholoenzyme yang memiliki kofaktor klastermolibdenum besi sulfat (FeMoCo) sebagailokasi aktif (Chiu et al., 2001).Hasil penelitian Hamastuti et al. (2012)menunjukkan bahwa mikroorganisme
A.chroococcum, P. fluorescens dan Aspergillus
niger dapat meningkatkan kadar  nitrogen danfosfat pada limbah sludge industri pengolahansusu. Variabel terbaik ialah A.chroococcum 1%v/w: A. niger 0,5% v/w dengan kadar N1,37%, P 0,89% dan K 0,83% serta rasio C/N22,03. Hal ini juga ditunjukkan denganpertambahan tinggi tanaman terong 12,2%dan cabai 21,6% serta kapasitas panen terong44,2 g tanaman-1 dan cabai 11 g tanaman-1.Tanah Ultisol, walaupun dikenal sebagailahan marginal yang miskin hara, namun tetapberpeluang diperoleh isolat-isolat mikrobapotensial sebagai bahan aktif dalampengembangan pupuk hayati.  Isolat yangberasal dari lahan ekstrim, seperti tanahUltisol, justru memiliki kelebihan dalamadaptasi di lingkungan barunya, apalagi jikadiintroduksikan pada lahan yang sejenis dariasalnya.  Hal ini didukung oleh hasil penelitianKhaeruni et al. (2010) yang telah mengisolasisejumlah isolat rizobakteri dari lahan marjinaldi Sulawesi Selatan dan Sulawesi Tenggara,isolat-isolat yang dikoleksi tersebut memilikikemampuan dalam melarutkan fosfat (tri-
calsiumphosphate) secara in-vitro,kemampuan memproduksi hormonpertumbuhan seperti Indole Acetic Acid (IAA)dan kemampuan menfiksasi N secara bebasdari lingkungan sekitarnya serta dapatmenghambat perkembangan cendawanpatogen seperti Fusarium oxysporum,
Rhizoctonia solani, Sclerotium rolfsii dan
Phytopthtora capsici secara in-vitro, sehinggaberpeluang dikembangkan sebagai pupukhayati dan agens hayati patogen tanaman.Hasil penelitian yang dilakukan olehWidiastuti et al. (2010), menunjukkan bahwasemua isolat Azotobacter sp. yang diisolasidari beberapa habitat mampu memproduksiIAA. Isolat yng mampu menghasilkan IAA diatas 2 µM setelah 3 hari inkubasi berjumlah 13isolat, sedangkan 20 isolat mampumenghasilkan IAA di atas 2 µM setelah 6 hariinkubasi. Di antara 20 isolat tersebut, 11diantaranya mengalami peningkatan sintesisIAA dan sembilan isolat lainnya mengalamipeningkatan sintesis IAA pada hari ke-6inkubasi menjadi lebih dari 2µM. Dari 44 isolat
Azotobacter sp.  yang diuji sebanyak enamisolat mengalami penurunan IAA pada hari ke-6. Hal ini menunjukkan bahwa sintesis IAAdipengaruhi oleh galur dan umur kultur.
Vol. 4 No.2, 2014 Eksplorasi Dan Karakterisasi Azotobacter Indigenous 133Bakteri pelarut fosfat ubiquitous(Gyaneshwar et al., 2002). Bacillus,Enterobacter, Erwinia dan Pseudomonas spp.adalah strain potensial. Bakteri pelarut fosfatterdapat pada rizosfer tanaman pangan,beberapa contoh hubungan yangmenguntungkan PGPR pelarut fosfat dantanaman yaitu: Azotobacter chroococcumdengan gandum (Kumar dan Narula, 1999),
Bacillus circulans dengan gandum (Singh danKapoor, 1998), Enterobacter agglomeransdengan tomat (Kim et al., 1998), P.
Chlororaphis atau P. Putida dengan kedelai(Cattelan et al., 1999). Kemampuan PGPRpelarut fosfat di habitat alami tergantung padanutrisi yang tersedia, sumber karbon, nitrogendan ion logam (Kim et al., 1998).
SIMPULANBerdasarkan hasil penelitian yang telahdilakukan maka dapat disimpulkan bahwa:1. Terseleksi 21 isolat Azotobacter
Indigenous yang diisolasi dari 135 sampeltanah dari daerah rizosfer tanamanpangan, hortikultura, tanamanperkebunan dan rumput liar yangberpotensi untuk dikembangkan sebagaipupuk hayati. Hasil pengujiankarakterisasi fisiologi menunjukkanbahwa ke-21 isolat-isolat Azotobactertersebut memiliki kemampuanmenghasilkan IAA, melarutkan posfat danstabil pada pH 5, 6 dan 7.2. Ke-21 isolat yang diuji secara in-vitromemiliki kemampuan bertahan hiduppada suhu 40oC, 8 isolat mampu bertahanhidup pada suhu 45o C, yaitu LT2d1,LT2d2, LU2c, RG4c, LT2d2, ML1j, RR8a,dan hanya isolat LT2d1 yang mampubertahan hidup pada suhu 50oC.3. Hasil evaluasi berat basah kecambah padigogo lokal terseleksi 10 isolat yaitu: KU6e,MS3e, RG4c, RR8b1, LU2c, RD4b, MS3f,LU2c1, RJ5e, RR8b2, dan berat keringkecambah padi gogo lokal terseleksi 5isolat yaitu: RB4b, LU2c, RJ5e, RR8b2,LT2D1.
UCAPAN TERIMA KASIHPenulis menyampaikan ucapkan terimakasih yang sebesar-besarnya kepada DIKTIDIPA UHO yang telah membiayai penelitian ini
dengan Nomor kontrak: 097/PPK/UHO/V/2013, Tanggal 21 Mei 2013.
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